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Enzimologia. — Attività  ipocolesterolemizzante d i un principio  
estratto dalla mucosa di czstifella(*). N ota di M. C ecilia Cocuccj, 
presen ta ta (**} dal Corrisp. C. A rnaudi.

Fin dal 1941 Rosenheim  O. [1], studiando in vivo la trasform azione del 
colesterolo in coprosterolo, stabilì che tale riduzione avveniva per mezzo dei 
ba tte ri in testinali e che affinché tale riduzione si effettuasse, era indispensabile 
la presenza di un fa tto re  contenuto  nel cervello ed in a ltri organi.

Successivi studi m irarono alla ricerca ed alla identificazione di tale fa t­
tore parallelam ente al progredire delle ricerche riguardan ti l ’isolam ento e 
l’identificazione delle specie batteriche responsabili della riduzione.

Successivam ente Q. Rosenheim  affermò nel 1941 che tale fa tto re  è un 
galattoside, m a rese noto contem poraneam ente che preparazioni pure del 
galattoside frenosina d im ostravano in vivo un grado di a ttiv ità  m olto m inore 
di un e s tra tto  grezzo di cervello.

Che tale fa tto re  non è certam ente un cerebroside fu avanzato  da 
H . D am  [3-4], che o ttenne in vivo idrogenazione del colesterolo senza ingestione 
di cerebrosidi e successivam ente da R. Rosenfeld ed altri [5], da I. Prange e 
H . D am  [6] che o ttennero  in vitro la riduzione del colesterolo in coprosterolo 
per mezzo di un es tra tto  di feci di cane in terreni cu lturali m olto complessi 
m a senza cerebrosidi.

L ’addizione di polvere di cervello privo di steroli fu suggerita successi­
vam ente come un mezzo per dim inuire l’assorbim ento in testinale  del coleste­
rolo e quindi come mezzo ipocolesterolem izzante, dato  che il coprosterolo 
non viene riassorbito  dalla parete  in testinale [7-8].

D ’altronde che l ’epitelio della cistifellea contenga un fa tto re  ìpocoleste- 
rolemiizzante a livello em atico è sta to  d im ostrato  da ^parecchi ricercatori 
[9 -10-11-12-13-14-15], p u r senza che alcuno si sia in teressato  della trasfor­
mazione o del catabolism o che il colesterolo subisce.

Il che indusse C. A rnaudi e S. Carini [16] ad im piegare con esito positivo 
cistifellee suine in to to  (fresche o liofilizzate), come base di un terreno coltu­
rale sem i-sin tetico  per la riduzione in  vitro del colesterolo a coprosterolo.

Sulla n a tu ra  biologica e chim ica di tale fa tto re  precedentem ente O. Pri- 
bam  aveva parla to  di una sostanza ternaria  di n a tu ra  ormonale, E. M archetti

(*) Lavoro eseguito presso il Centro di studio per trasformazioni microbiche di idrocar­
buri, steroidi e derivati del Consiglio Nazionale delle Ricerche aggregato all’Istituto di Micro- 
biologia Agraria e Tecnica dell’Università di Milano.

(**) Nella seduta del 12 maggio 1962.
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ed altri di una pro teina con potere di a ttiv a to re  della lipasi pancreatica, 
W. Ried escluse resistenza di un a ttiv a to re  lipolitico, C ocucd-R izzi parlò di 
una sostanza non identificata a ttiv a  sul tasso di colesterolo em atico m a non 
a ttiv an te  la lipasi.

Partendo  dai sopra cita ti dati sperim entali, realizzando dal 1959 una serie 
di esperienze, ci siamo proposti di identificare tale fa tto re  ipocolesterolemiz- 
zante esistente nel cervello e nella cistifellea ed ottenerlo  in q u an tità  tali da 
poterne stud iare l’azione in vivo ed in vitro.

Parte sperimentale.

L ’a ttiv ità  delle frazioni veniva saggiata in vivo con il test al T riton  W R  
l 339 (17-18) e sul siero dei ra tt i  t r a t ta t i  si eseguivano i dosaggi del coleste­
rolo (19-20), in vitro in terreno sem i-sin tetico  a pH 7 contenente asparagina 
3 %> K H 2 P04 2,5 %  MgS04o ,3 % , NaCl 6 % , CaCl2 1 cc (soluz. 500 mg/cc) 
secondo la m etodica di A rnaud i-C arin i (loc. cit.).

L ’estratto idro-acoolico (1/75) di cistifellee dava in vivo alla dose di 2 gr/K g 
endoperitoneo un  abbassam ento del colesterolo em atico del 30 °/0 nei ra tt i  
t ra t ta t i  rispetto  ai ra tt i  controlli in ie tta ti con solo T riton  (F << 0,01) secondo 
l’analisi della varianza [21].

L ’estra tto  idro-alcoolico (1/100) di cervello dava in vivo alla dose di 
2 gr/K g per via endoperitoneo un abbassam ento del colesterolo em atico 
irrilevante o nullo (F  >> 0,05).

In  vitro e s tra tti alcoolici dei due organi, p repara ti secondo la m eto­
dica di Rosenheim  e W ebster (loc. cit.), davano, a p a rità  di condizioni, 
u n ’a ttiv ità  del cervello m aggiore di quella della cistifellea sulla riduzione 
del colesterolb a coprosterolo per mezzo dei b a tte ri in testinali (microflora 
in testinale  totale).

E ra  quindi indubbio che esiste nella cistifellea una sostanza regolatrice 
del tasso di colesterolo ematico: il problem a era se tale sostanza fosse
identificabile con ciò che esiste nel cervello e se il diverso com portam ento 
in vitro fosse dovuto a condizioni colturali non ottim ali o a presenza negli 
e s tra tti di a ltri fa tto ri in ibenti o favoren ti la riduzione del colesterolo a 
coprosterolo.

P rim a , di tu tto  ci siamo proposti di cercare di isolare tale fa tto re  dalla 
m ucosa della cistifellea.

Dòpo num erosi e svaria ti ten ta tiv i si è a rriva ti alla messa a punto  di un 
m etodo che po rta  all’isolam ento di una sostanza, che, pur non dim ostrando 
in vitro (alm eno nelle nostre condizioni sperim entali) a ttiv ità  sull’increm ento 
della trasform azione batte rica  del colesterolo in coprosterolo, presen ta pro­
p rie tà  di notevole interesse in quanto  esplica nel test al T riton  una cospicua 
a ttiv ità  ipocolesterolem izzante.
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R iportiam o un saggio dei protocolli, che verranno ulteriorm ente pubbli­
cati, riguardan ti esperienze su o ltre 2.000 animali: * I

T a b e l l a  I.

N umero 
ratti

Trattamento 
triton mg/Kg 

endovena

Sostanza
mg/Kg

endomuscolo

Colesterolo nel siero 
m g/100 cc +  sm

8 — — 147 ±  4

8 200 — 3 5 »  ±  8

8 200 20 225 ±  7 O

T a b e l l a  IL

Numero
ratti

Trattamento 
triton mg/Kg 

endovena

Sostanza
mg/Kg

endomuscolo

Colesterolo nel siero 
m g/100 cc +  sm

5 — 13 5  i  6

5 200 — 3 4 6  ±  2

5 200 I O 269 ±  15 (*)

( * )  F .  <  0 , 0 1 .

Dalle Tabelle risu lta  che F a ttiv ità  della sostanza a 20 m g/K g è del 36 % , 
tale a ttiv ità  si riduce al 24 °/0 alla dose di io  mg/Kg.

I dosaggi di colesterolo rip o rta ti sono s ta ti eseguiti secondo il m etodo di 
H . Z làktis ed altri; le stesse percentuali di abbassam ento del colesterolo em a­
tico s ir itro v a n o  com unque eseguendo i dosaggi con il m etodo di A. G rigaut.

Tale sostanza è solubile negli acidi m inerali diluiti, precipitabile con C H 3 
COOH, precipitabile con (N H 4)2S04, precipitabile con P b2Ac3(OH), term o­
labile, indializzabile.

D iam o il valore medio della resa: da g r 70 di epitelio liofilizzato pari a 
g r 200 di epitelio fresco (circa 100 cistifellee) si ottengono circa m g 300 di 
sostanza a ttiv a .

L a sua a ttiv ità  in vivo dà, da p a r tita  a p artita , alla dose di 20 m g/K g di 
anim ale sperim entato  abbassam ento del colesterolo em atico che varia dal 
2 7 %  al 44°/0 nei ra tt i  t ra t ta t i  rispetto  ai ra tti  controlli in ie tta ti con solo 
T riton  W R  1339.

Lfazione ipocolesterolem izzante si riscontra sia che la sostanza venga 
in ie tta ta  per via endoperitoneo sia che venga som m inistrata per via endom u­
scolo ed è più evidente 22 ore dopo il tra ttam en to  che non 19 ore dopo il 
tra ttam en to .
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Sono in corso esperienze con ra tt i  so ttoposti a tra ttam en to  cronico ten ­
denti ad individuare la q u an tità  di colesterolo, coprosterolo, acidi biliari 
escreti con le feci rispetto  all’escrezione di ra tt i  normali; contem poranea­
m ente proseguono le ricerche per o ttenere una maggiore caratterizzazione del 
principio a ttivo  (l).

Conclusioni.
E s ta ta  isolata dalla cistifellea suina una sostanza che agisce sul tasso dì 

colesterolo em atico.
Essa non può essere identificata , al lum e delle odierne conoscenze sulle 

sue caratteristiche, con la pro teina con potere di a ttiv a to re  lipolitico di 
S. Serio ed altri [22].

Se tale sostanza, poi, possa essere identificabile con il principio riscontra to  
nel cervello e che ha azione ipocolesterolem izzante in vivo è subjudice, m a i 
dati r ip o rta ti recentem ente da O. J. Jones ed altri [23] ci inducono a pensare 
che non vi sia alcuna relazione di costituzione chimica e di meccanismo d ’azione 
fra le due sostanze.
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